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La presente invention se rapporte au domaine de la bioconversion, et 
5 d^obtention d'acides amines par fermentation de microorganismes. Elle se rapporte 
a une methode de criblage et d'evolution dirigee permettant d'identifier une souche 
de microorganisme, eventuellement genetiquement modifie, possedant une enzyme 
cystathionine-y-synthase et/ou O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase ameliorees, 
ladite souche produisant de Tacide 2-Amino-4-(alkylmercapto)butyrique, en 
10 particulier de la L-methionine (acide 2-Amino-4-(m6thylmercapto)butyrique), par 
metabolisme d'une source de carbone simple et d'alkyl-mercaptan ou d'alkyl- 
mercaptide de sodium, en particulier de methyl-mercapt2in ou sodium-mercaptide. 
L' invention se rapporte egalement a cette souche de microorganisme. 

Dans la suite, on consid6rera la seule terminologie alkyl-mercaptan pjour 
1 5 designer I'alkyl -mercaptan ou T alkyl-mercaptide de sodium. t 

La DL-Methionine est produite industriellement par synthese chimique. Le 
methyl-mercaptan reagit avec Tacroleine pour produire le (5-methyl 
thiopropionaldehyde, qui reagit avec Thydrogene cyanide pour produire Ta- 
20 hydroxy-y-methyl-thio-butyro-nitrile. Apres traitement avec Tammoniac, et line 
hydrolyse, on obtient la methionine. 

Tons les producteurs industriels de la DL-methionine utilisent ies memes 
matieres premieres a savoir Tacroleine, le methane thiol (methyl-mercaptan), 
rhydrogene cyanide et I'ammoniac ou rammonium carbonate. Le procede de 
25 synthese du melange racemique pent etre conduit en batch ou en continu. 

Un procede industriel combine a la synthese chimique de la biocatalyse par 
Tutilisant I'amino acylase, enzyme produite par Aspergillus oryzas pour obtenir 
uniquement la L-methionine a partir de la DL-methionine. 

Les brevets US 6,379,934 et EP 1 055 730 se rapportent a la production 
30 d'acides amines en utilisant une souche de bacteries coryneformes, dans laquelle le 
gene accBC est amplifie. La methionine est mentionnee, mais seule la preparation 
de L-lysine est exemplifiee. 
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Par contre, aucun precede de bioconversion rk'est utilise de fagon routini^re 
en industrie alors que la plus grande partie des acides amines (acide glutamique, 
lysine, threonine. . .) sent produits industriellement par ce type de precede. 

En effet, le metabolisme de la methionine, acide amine soufre, est fortement 
regule et cette regulation ne pennet pas Tobtention de rendements susceptibles de 
concurrencer les rendements obtenus par synthese organique. La regulation du 
metabolisme de la methionine se fait h plusieurs niveaux (Weissbach et al., 1991, 
Mol. Microbiol., 5, 1593-1597) : 

maabolisme carbone pour la fabrication de la L-s^rine h partir 
du glycerateSP, de la L-homoserine a partir de I'aspartate et de 
I'acetyl-CoA 

- . metabolisme du soufre pour la fabrication de la L-cysteine h 

partir de la L-s^rine, de I'acetyl-CoA et du sulfate du milieu de 
culture 

- synthese de la methionine (Fig. 1) a partir de la L-homoserine, 
de la cysteine et d'acetyl-CoA ou succinyl-CoA. 

La presente invention se rapporte h des souches de microorganismes en 
particulier des bact^ries, notamment E. coli et les corynebact^ries, produisant 
I'acide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique, en particulier de la L-methionine, par 
metabolisme d'une source de carbone simple et d'alkylmercaptan. De preference 
I'alkylmercaptan est constitue de 1 a 18 atomes de carbones, en particulier de 1 a 4 
atomes, et on utilisera preferentiellement du methylmercaptan. Les souches de 
microorganismes selon I'invention possedent une enzyme cystathionine-y-synthase 
et/ou I'acylhomoserine sulfhydrylase ; elles sent de preference selectionnees et 
ameliorees par un precede de criblage et d'evolution, qui est aussi un objet de 
I'invention. Les souches selon I'invention peuvent egalement etre genetiquement 
modifiees (c'est-a-dire presenter une inactivation, une mutation et/ou la 
suractivation d'au moins un gene endog^ne), la modification etant efifectuee 
prealablement ou non a la mise en oeuvre du precede de criblage. 

Par source de carbone simple, selon la presente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par I'homme du metier pour la croissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en particulier. On entend designer notamment 
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les differents sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, ou les 
melasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone simple tout 
particulierement preferee est le glucose. Une autre source de carbone simple 
preferee est le saccharose, 

5 

L'utilisation d'une source de carbone simple et du methyl-mercaptan pour la 
production de methionine par bioconversion presente a priori plusieurs avantages, 
notamment : 

la synthese de la methionine devient independante de la synthese de la 
1 0 cysteine, ainsi que du cycle du tetrahydrofolate. 

une matiere premiere toxique issue de la petrochimie est v£dorisee par la 
biosynthese d'un acide amine a valeur ajoutee par un procede 
biotechnologique. 

la methionine est synthetisee en une unique etape a partir deJ'O- 
15 succinyl-L-homoserine (ou de rO-acetyl-L-homoserine) et du me^thyl- 

mercaptan (ou methyl-mercaptide de sodium) sachant que de fa9on 
naturelle cette biosynthese met en jeux 3 reactions enzymatiques (Fig. 1 
et2). 

* s 

20 L'invention est basee sur le fait que Ton peut obtenir, de fafon dirigee^^une 

amelioration de Tactivite « methionine-synthase » de la cystationine-y-synthase (EC 
4.2.99.9 ; GenBank AAN83320) en presence de methyl-mercaptan. Cette enzyme 
de la vole de biosynthese de methionine, codec par le gene metB chez E. coli (Fig. 
2. A) et C glutamicum (Fig. 2,B), presente une activite pour un large spectre de 

25 substrats. 

L'invention est aussi basee sur le fait que Ton peut obtenir, de fafon dirigee, 
une amelioration de Tactivite « methionine-synthase » de TO-acetyl-L-homoserine 
sulfhydrolase (ou O-acetyl-L-homoserine sulfhydrylase, C 4.2,99.10) en presence 
de methylmercaptan. Cette enzyme (Fig. 2.C) de la voie de biosynthese de 
30 methionine, codec par le gene metY (meiZ) chez C glutamicum (Genbank 
AF220150), presente une activite pour un large spectre de substrats. 

Dans la suite de ce document, on utilisera la notion « d'activite methionine- 
synthase » pour designer plus largement Tactivite qui permet I'obtention d'acide 2- 
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amino-4-(alkylmercapto)butyrique, en particulier de la L-methionine, a partir d'O- 
acyl-L-homoserine et d'alkyl mercaptan. 

Dans un mode particulier et prefere, on produit la L-methionine a partir d'O- 
acyl-L-homoserine et de methylmercaptan. Dans ce mode particulier TO-acyl-L- 
homoserine est I'O-acetyl-L-homoserine ou rO-succinyl-L-homoserine, 

Une activite « methionine synthase » est amelioree dans la souche (A) de 
microorganisme par rapport a la souche (I) initiale lorsque la production de 
methionine dans les mdmes conditions de culture (dans un milieu contenant une 
quantite efficace de methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium) est 
superieure pour "la souche (A) que pour la souche (I). Cette amelioration est 
preferentiellement observee par. etude de la quantite de methionine produite. Dans 
certains cas, on pent observer cette amelioration par Taugmentation du taux de 
croissance de la bacterie (A) par rapport au taux de croissance de la bacterie (I), 
dans un milieu minimum ne contenant pas de methionine. 

Afm d'accelerer la selection et revolution dirigee des souches pour la 
production de methionine en presence de methylmercaptan on peut : i 

a. Coupler la biosvnthese de la molecule d'interct a la croissance du 
microorganisme de telle sorte que la production de cette molecule est necessaire 
pour une bonne croissance du microorganisme 

Pour cette raison on peut faire le choix de detruire le gene metE codant la 
methionine-synthase qui produit la methionine a partir d' homocysteine. Ce faisant 
la souche devient auxotrophe pour la methionine. 

Le microorganisme, pour vivre en milieu minimum contenant une source de 
carbone simple et du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium, ^ioit done 
optimiser la voie de synthese de la L-methionine a partir de rO-acyl-L-homoserine 
et du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium. Une modelisation 
informatique montre que dans ces conditions il est possible de doubler les 
rendements theoriques en methionine (Tableau 1). 



4- 
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Rendements 
biomasse 
Yx«(g.g') 


Rendements 
methionine" 
Yp/s(g.g') 


Rendements 
methionine'' 
Yp/s(g.g"') 


0 


0,36 


0,74 


0,11 


0,30 


0,62 


0,28 


0,21 


0,42 


0,44 


0,12 


0,24 


0,61 


0 


0 



Tableau 1 : rendements theoriques maximums pour la production de methionine (g 
de produit/g de glucose) par E, coli dans le cas d'une fermentation sur glucose (a) et 
d'une fermentation sur glucose et methyl-mercaptan (b) avec un rendement en 
biomasse constant (cultures continues). 
5 Cependant, lorsque Ton souhaite produire un acide 2-amino-4- 

(alkylmercapto)butyrique different de la L-methionine, il est necessaire de 
supplementer le milieu en methionine pour permettre la croissance du 
microorganisme. 

10 b. Supprimer les regulations, notamment les retro-inhibitions soit au niveau 

des enzymes, soit au niveau des genes afin que la voie de biosvnthese principale 
soit potentialisee 

On peut ainsi supprimer le gene meti codant une proteine represseur> Par 
ailieurs, il a etc montre que Thomoserine trans-succinylase, codec par le gene metAy 
1 5 etait retro-inhibee par la methionine et la S-adenosylmethionine (Taylor et aL, 1966, 
J. Biol. Chem., 241 : 3641-3642). II est done souhaitable de remplacer cette enzyme 
par une enzyme insensible a la retro-inhibition (Chater et al, 1970, J. Gen. 
Microbiol. 63: 121-131). 

20 Un objet de I'invention est done un microorganisme produisant de I'acide 2- 

amino-4-(alkylmercapto)butyrique, par metabolisme d'une source de carbone 
simple et d'alkyl-mercaptan, et presentant une mutation dans une enzyme induisant 
une augmentation de Tactivite « methionine synthase » en presence d'alkyl- 
mercaptan, par rapport au microorganisme ne presentant pas ladite mutation. 

25 Un objet de Tinvention est done im microorganisme produisant de I'acide 2- 

amino-4-(alkylmercapto)butyrique, par metabolisme d'une source de carbone 
simple et d'alkyl-mercaptan, et presentant une mutation dans Tenzyme 
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cystathionine y-synthase induisant une augmentation de Tactivite « methionine 
synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport an microorganisme ne 
presentant pas ladite mutation. 

Un autre objet de Tinvention est un microorganisme produisant de Tacide 2- 
5 amino-4-(alkylmercapto)butyrique, par metabolisme d'une source de carbone 
simple et d^alkyl-mercaptan, et presentant une mutation dans Tenzyme O-acyl-L- 
homoserine sulfliydrolase induisant une augmentation de I'activite « methionine 
synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport au microorganisme ne 
presentant pas ladite mutation. 

De preference, I'alkyl-mercaptan est le m^thyl-mercaptan ou sodium- 
mercaptide et Pacide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine. 

Dans un cas particulier, ledit* microorganisme est obtenu par criblage et 
s61ection k partir d'une souche initiale, eventuellement genetiquement modifiee, 
permettant d'obtenir une evolution forcee de Tenzyme consideree pour augmenter 
son activite « methionine synthase » en presence d'alkyl-mercaptan. 

Un autre objet de Tinvention est un test de criblage-identification permettant 
d'obtenir un microorganisme produisant de Tacide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique, notamment la L-methionine, en metabolisant un alkyl- 
mercaptan, notamment le methyl -mercaptan. 

Ainsi, la presente invention permet d'identifier des souches presentant des 
mutations dans leur genome, lesdites mutations permettant Tassimilation d'un 
alkyl-mercpatan par ladite souche, et la production dudit acide. Lesdites 
modifications induisent done une augmentation de I'activite « methionine 
synthase » de ladite souche. On peut alors accelerer la production de la souche 
produisant de la methionine de fa9on autonome a partir d'une source de carbone 
simple et de methyl-mercaptan, 

Un premier objet de Tinvention est done un procede de criblage d'une 
souche bacterienne initiale, eventuellement genetiquement modifiee, possedant une 
enzyme cystathionine-y-synthase, en vue d'obtenir une souche bacterienne 
genetiquement modifiee produisant de la L-methionine, et presentant une 
modification dans le gene de ladite enzyme cystathionine-y-synthase, induisant une 



1 er depot 

(# 

7 

augmentation de Tactivite « methionine synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, 
presentant I'etape consistant a : . 

soumettre ladite souche bacterienne a line pression de selection 
en presence d' alky 1-mercap tan, afin de diriger une evolution du 
5 gene codant pour ladite enzyme cystathionine-y-synthase, dans 

ladite souche bacterienne, 
ladite souche bacterienne initiale presentant eventuellement une inactivation 
et/ou une suractivation, notamment par insertion d^un promoteur fort constitutif, 
d'au moins un gene endogene. 
10 Dans un autre mode de realisation, T invention se rapporte a un procede de 

criblage d'une souche bacterienne initiale, Eventuellement genetiquement modifiee, 
. possedant ime enzyme O-acetyl-L-homoserine sulfhydrolase, en vue d'obtenir une 
souche bacterienne genetiquement modifiee produisant de la L-methionine, et 
presentant une modification dans le gene de ladite enzyme O-acetyl-L-homoserine 
15 sulfhydrolase, induisant ime augmentation de Tactivite « methionine synthase » en 
presence d'alkyl-mercaptan, presentant I'etape consistant a : 

- soumettre ladite souche bacterienne a une pression de selection 
en presence d'alkyl-mercaptan, afin de diriger une evolution du 
gene codant pour ladite enzyme cystathionine-y-synthase, ,4ans 
20 ladite souche bacterienne, ^< 

ladite souche bacterienne presentant eventuellement une inactivation et/ou 
ime suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort constitutif, d'au 
moins un gene endogene. 

L'homme du metier connait des promoteurs forts constitutifs chez les 
25 microorganismes. De preference, le promoteur fort constitutif est choisi parmi 
^ pTAC-O (SEQ ID 1), pLAC-O (SEQ ID 2), pTRC-O (SEQ ID 3), 
pTHLA (SEQ ID N"" 4), promoteurs forts pour lesquels I'operateur lac a ete delete 
pour les rendre constitutifs. 

Dans un mode de realisation prefere, ladite souche bacterienne comprend 
30 une inactivation d'au moins un gene endogene choisi parmi metJ, meiC, metE, 
metH. 

Dans un mode de realisation, T inactivation conceme le gene met J, 
Dans un mode de realisation, Tinactivation conceme le gene metC. 
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Dans un mode de realisation, rinactivation concerne le gene metE. 
Dans un mode de realisation, Tinactivation concerne le gene metH, 
Une mutation du gene met} a ete proposee dans JP 2000 15 7267- A/3, pour 
produire une quantite superieure de methionine (voir aussi GenBank E35587). Ce 
5 gene code pour une proteine de repression des genes met B, L, J et R (chez 
Salmonella typhimurium). Son inactivation ou sa modification permet de diminuer 
le retrocontr61e par la methionine. 

Le gene metC (GenBank M12858), code pour la cystathionine-p-lyase (EC 
4.4.1.8), les genes metE (GenBank AE000458) et metU (GenBank J04975) codent 
0 pour la methionine synthase (EC 2,1. L13). La methionine est un acide amine 
essentiel a la vie cellulaire. L'inactivation d'un ou plusieurs de ces genes revient a 
supprimer la voie habituelle de biosynthese de la methionine; 

Ceci permet de selectionner les souches qui ont developpe le metabolisme 
du methyl-mercaptan pour la production de methionine. II est a noter que I'on 
5 obtient alors des souches auxotrophes pour la methionine, qui survivent en raison de 
leur possibilite a produire cet acide amine par une voie altemative. II est done 
important, dans le test de criblage selon I'invention que de la methionine soit 
pr^sente initiaiement dans le milieu de culture, afm de permettre une premiere 
croissance des microorganismes. 

En utilisant les references donnees sur GenBank pour ces genes qui sent 
bien connus, I'homme du metier est capable de determiner les genes equivalents 
dans d'autres souches bacteriennes qu'£. coU. Ce travail de routine est 
avantageusement effectue en utilisant les sequences consensus pouvant Stre 
determinees du fait de la synthese de ces genes pour d'autres microorganismes, et 
en dessinant des sondes degenerees permettant de doner le gene correspondant dans 
un autre organisme. Ces techniques de routine de biologic moleculaire sont bien 
connues dans Fart et sont decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 
Molecular cloning : a laboratory manual. 2"*^ Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold 
Spring Harbor, New York.). 

Dans un mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
egalement une modification de Tactivite homoserine O-acyltransferase porte par le 
gene met A afin de lui conferer au choix une activite homoserine O- 
succinyltransferase (EC 2.3.1.46) ou homoserine O-acetyltransferase (EC 2.3.1.1 1). 
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Dans un mode particulier, on pourra remplacer ou modifier le gene metK de 
E, coli, codant I'enzyme possedant Tactivite homoserine O-succinyltransferase 
(Genbank AAN83396), afin d'obtenir une activite homoserine O-acetyltransferase. 
II est connu de Thomme du metier que cette activite est codee par le gene met A de 
5 C glutamicum (Genbank AF052652). Les protocoles permettant de remplacer le 
gene met A de E, coli par le gene met A de C glutamicum, ou de modifier la 
sequence de met A de E, coli afin d'obtenir une activite homoserine O- 
acetyltransferase au lieu d'une activite homoserine O-succinyltransferase sont 
connus de Thomme du metier. 
10 De maniere similaire on peut remplacer ou modifier le gene met A de C 

glutamicum^ codant une activite homoserine O-acetyltransferase, afin d'obtenir une 
activite homoserine O-succinyltransferase. 

Toutes les modifications mentionnees ci-dessus peuvent etre efFectuees \^ 

1 5 directement sur la souche objet de la pression de selection, lorsque le procede sielon 
rinvention est mis en oeuvre. Aitemativement, il est preferable de mettre en oeuvre 
le procede de criblage selon Tinvention sur une souche ne presentant qu'un nombre 
restreint de modifications, d'obtenir une souche presentant une activite > 
« methionine synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, en particulier de rnethyl- ^ 

20 mercaptan, et d'efifectuer alors d'autres modifications telles que mentionnees,, afin 
d'augmenter le 'bypass' de la voie classique de synthese de la methionine. 

L'homme du metier connait les protocoles permettant de modifier le 
caractere genetique de microorganismes. La surexpression d'un gene peut etre 
effectuee par changement du promoteur de ce gene in situ, par un promoteur fort ou 

25 inductible. De.fafon alternative, on introduit, dans la cellule, un plasmide replicatif 
(simple ou multicopies) dans lequel le gene que Ton desire surexprimer est sous le 
controle du promoteur adequat. 

LMnactivation d'un gene se fait preferentiellement par recombinaison 
homologue. Le principe d'un protocole en est rappele brievenient : on introduit dans 

30 la cellule un fragment lineaire, obtenu in vitro, comprenant les deux regions 
flanquant le gene, et au moins un gene de selection entre ces deux regions 
(generalement un gene de resistance a un antibiotique), ledit fragment lineaire 
presentant done un gene inactive. On selectiorine les cellules ayant subi un 
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evenement de recombinaison et ayant integre le fragment intfoduit par etalement sur 
milieu selectif On selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de 
double recombinaison, dans lesquelles le gene natif a ete remplace par le gene 
inactive. Ce protocole peut etre ameliore en utilisant des systemes de selections 
5 positive et negative; afin d'accelerer la detection des evenements de double 
recombinaison. 

Dans un mode de realisation prefere, ladite souche bacterienne est une 
souche d'E. coli. 

Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne est une souche 
de Corynebacterium, en particulier C glutamicum, 

L'invention se rapporte 6galement a.xme souche bacterienne presentant une 
modification dans le gene de Tenzyme cystathionine-y-synthase et/ou dans le gene 
de Fenzyme 0-acyI-L-homos6rine sulfhydrolase, induisant une augmentation de 
I'activite « methionine synthase » de ladite de ladite enzyme en presence d'alkyl- 
mercaptan, en particulier de methyl>mercaptan. Une telle souche peut egalement 
presenter au moins une autre modification genetique, (inactivation, mutation ou 
surexpression d'un gene endogene), telle que mentionnee ci-dessus. 

La souche selon I'invention est de preference susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon Tinvention, et en particulier est obtenue par le procede selon 
rinvention. 

LMnvention se rapporte plus particulierement a Tutilisation d'une souche 
bacterienne selon Tinvention, et notamment obtenue par un procede de selection 
selon rinvention, dans un procede de preparation d'acide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique, ledit procede comprenant les etapes de fermentation de 
ladite souche bacterienne en presence d'une source de carbone simple et d'alkyl- 
mercaptan, et de recuperation de Tacide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique 
produit, ladite souche presentant une mutation dans le gene de la cystathionine-y- 
synthase et/ou de rO-acyl-L-homoserine sulfhydrolase, induisant une augmentation 
de r activite « methionine synthase » en presence d'alkyl-mercaptan. De preference, 
ladite souche presente une autre modification g^netique, (inactivation ou 
surexpression d'un gene endogene), telle que mentionnee ci-dessus. 
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De preference, le precede permet de preparer la methionine, et la souche est 
fennentee en presence de methyl-mercaptan. 

LMnvention se rapporte egalement a Tutilisation d'une souche bacterienne 
presentant une modification dans le gene de la cystathionine-y-synthase et/ou de 
5 rO-acyl-L-homos6rine sulfhydrolase, induisant une augmentation de Tactivite 
« methionine synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, ladite modification etant 
identifiee dans une souche obtenue par vm procede selon Tinvention, dans un 
precede de preparation d'acide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique, ledit procede 
comprenant les etapes de fermentation de ladite souche bacterienne en presence 
10 d'une source de carbone simple et d'alkyl-mercaptan, et de recuperation de Tacide 
2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique produit. 

De preference, on produit de la methionine, en femientant en presence de 
methyl-mercaptan. 

1 5 L'invention se rapporte egalement a un procede de preparation d'un acide 2- 

amino-4(alkylmercapto)butyrique, utilisant une souche selon T invention, ou une 
souche presentant une mutation dans le gene de la cystathionine-y-synthase et/ou de 
rO-acyl-L-homoserine sulfhydrolase, induisant ime augmentation de Tactivite 
« methionine synthase » de ladite enzyme cystathionine-y-synthase et/ou O-aciyl-L- 

20 homoserine sulfhydrolase en presence d'alkyl-mercaptan, ladite modification^etant 
identifiee dans une souche obtenue par un procede selon 1' invention, ledit procede 
comprenant les etapes de fermentation de ladite souche en presence d'alkyl- 
mercaptan et d'une source de carbone simple, et de recuperation de Tacide ainsi 
produit. De preference, ledit acide est la methionine, et ledit alkyl-mercaptan est le 

25 methyl-nlercaptan. 

La definition des conditions de fermentation est du ressort de Thomme du 
metier. On fermente notamment les bacteries a une temperature comprise entre 
20°C et 55^C, de preference entre 25°C et 40°C, plus particulieremeht d*environ 
30°C pour C glutamicum et d 'environ 37^C pour E. coli. 

30 La fermentation est conduite en fermenteurs avec un milieu mineral de 

culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries utilisees, 
contenant au moins une source de carbone simple ainsi que de Talkyl-mercaptan. 
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En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi etre de 
composition identique ou similaire a un milieu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992 ; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 
5 Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 
York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al. (1999, Anal. Biochem. 270 : 
88-96), les milieux pouvant etre supplementes pour compenser les auxotrophies, 
notamment I'^ventuelle auxotrophic initiate a la methionine. 

De manidre analogue, le milieu mineral de culture pour C. glutamicum 

10 pourra ainsi dtre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et 
al., 1989, Appl Microbiol. Biotechnol. 32: 205-210) a un milieu tel que defini par 
Riedel et al. (2001, J. Mol. Microbiol Biotechnol 3: 573-583). Les milieux 
contiennent une concentration en carbone simple jusqu'a 30 g/1, plus 
particulidrement entre 5 et 20 g/1, amsi que de I'alkyl-mercaptan jusqu'^ 590 mM, 

1 5 plus particuli^rement entre 5 et 40 mM. 



DESCRIPTION DES FIGURES 
P^g^re 1 : synthese de la methionine h. partir de I'homoserine, chez les bacteries. 
Figure 2 : strategies envisagees pour obtenir une synthese de methionine a partir de 
methyl-mercaptan et de O-succinyl-L-homoserine (A) ou d'O-acetyl-homoserine 
(B, C). Les reactions representees par les fleches a gauche de la figure representent 
les reactions metaboliques classiquement trouvees chez E. coli (A) ou chez C. 
glutamicum (B, C) permettant la syntliese de la methionine en trois etapes a partir 
de la O-succinyl-L-homoserine (A) ou d'O-acetyl-homoserine (B, C). Les Heches 
epaisses a droite representent la strategic selon I'invention, dans laquelle la 
methionine est produite en une etape a partir de la O-succinyl-L-homoserine (A) ou 
d'O-acetylhomoserine (B, C) en co-utilisation avec du methyl-mercaptan. La 
reaction necessite I'activite « methionine synthase » de la cystathionine-y-synthase 
(A, B), ou I'activite « methionine synthase » de I'acetylhomoserine sulfliydrylase 
(C). Le detail de la reaction catalyse par metK est donne dans la Figure 1. La 
molecule de cystathionine apparait en traits legers dans la figure C, pour mieux 
apprehender la difference de cette strategic avec A ou B. 
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Figure 3 : representation d'un mecanisme de fermentation continue pour la selection 
dirigee des souches selon 1' invention. 

Figure 4 : Comparaison de spectres de '^C-RMN, correspondant au carbone 5 de la 
methionine, oblenus par HSQC sur un hydrolysat de la souche sauvage (haut) ou de 
5 la souche Kla-F optimisee (has). On observe que le carbone 5 de la souche Kla-F 
n'est pas marque au carbone 13 ce qui confirme qu'il provient du methylmercaptide 
de sodium 

EXEMPLES 

Exemple 1 

1 0 Pour optimiser E, coli pour la production de methionine a partir du methyl- 

mercaptan, on effectue une selection dirigee en flacons. 

La souche E, coliKll est preaiablement rendue auxotrophe pour la 

methionine en inactivant le gene me/E, et ne peut done croitre qu'en fabriquant sa 

propre methionine, par T utilisation du methyl-mercaptan. 
15 La mise en ceuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 

Escherichia coli dont une enzyme, et tres probablement la cystathionine-y-synthase 

(EC 4.2.99.9) a developpe une activite « methionine-synthase » amelioree en 

presence de methyl-mercaptan. 

La selection dirigee est conduite en flacon en verre hermetiquement /erme 
20 contenant 50 mL de milieu mineral (Schaefer et al., 1999, Anal Biochem. 27Qj 88- 

96) en presence de 33 mM glucose, et du chloramphenicol a une concentration 

finale de 25 mg/1. 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souche E, coli K12 AmetE a 
DO600nm definic. On ensemence avec une population de bacteries suffisamment 

25 importante pour que certaines bacteries possedent potentiellement des mutations 
spontanees interessantes dans le gene metB, permettant d'assimiler le methyl- 
mercaptan. Cette population a ete obtenue par culture de la souche auxotrophe en 
methionine sur milieu minimum supplemente en methionine. 

Trois flacons re9oivent alors 100 ^iL d'une solution a 400 mg/L de sodium 

30 mercaptide, tandis qu'un quatrieme flacon ne re9oit pas de sodium mercaptide. Les 
cultures sont realisees sous agitation, a pendant 6 jours, puis la DOaoonm ^st 

mesuree. Les resultats sont resumes dans le tableau N°3. 
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Flacon 1 


Flacon 2 


Flacon 3 


Flacon T6moin 


DOgoonin a T=0 


0.34 


0.34 


0.34 


0.34 


DOgoonm a T=6 jours 


0.23 


1.14 


0.79 


0.32 



presence (flacons 1-3) ou absence (flacon temoin) de sodium mercaptide. 



Cos resultats montrent que les flacons 2 et 3 ont permis de multiplier une 
5 souche capable d'utiliser le methyl-mercaptan pour produire la methionine 
necessaire a sa croissance (augmentation de la densite optique). 

n est probable que Tactivite « methionine synthase » amelioree observee 
provienne d'une modification dans el g^ne de la cystathionine y-synthase de la 
souche E, coli Kl 2 AmetE, contenue dans les flacons 2 et 3. 
0 La population bacterienne du Flacon 2 pent alors etre utilisee pour ameliorer 

davantage Tactivite « methionine synthase » en presence de methyl-mercaptan, en 
utilisant un procede de criblage et amelioration par fermentation en etage (exemple 
2), ou en recommen9ant le procede en flacon tel qu'il vient d'etre decrit. 

5 Exemple 2 

Pour optimiser E, coli pour la production de methionine a partir du methyl- 
mercaptan, on effectue une selection. 

La souche E. coliKll est prealablement rendue auxotrophe pour la 
methionine en inactivant le gene metE, et ne pent done croitre qu'en fabriquant sa 
0 propre methionine, par Tutilisation du methyl-mercaptan. 

La mise en oeuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 
Escherichia coli dont une en2yme, et tres probablement la cystathionine-y-synthase 
(EC 4.2.99.9) a developpe une activite « methionine-synthase » ameliorfie en 
presence de m6thyl-mercaptan. 
5 Altemativement, on pent utiliser une souche obtenue selon Texemple 1 . 

La selection dirigee est conduite dans un systeme en continu en etage 
(Figure 3). 

Le premier fermenteur produit les bacteries a une vitesse proche du taux de 
croissance maximum. Les bacteries passent en continu de ce fermenteur dans un 
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second fermenteur caracterise par un taux de dilution plus faible et un milieu avec le 
crible de selection (ici, le mdthyl-mercaptan). 

La pression de selection, imposee a la bacterie dans le second fermenteur, 
est etablie par la concentration en methyl-mercaptan. Des cycles successifs de 
5 selection permettent d'appliquer aux bacteries des cribles de plus en plus fort par 
des concentrations croissantes en methyl-mercaptan. 

Pour chaque concentration, la souche selectionnee dans le second 
fermenteur est celle qui a evolue pour metaboliser la totalite du methyl-mercaptan 
(methyl-mercaptan residuel nul dans le fermenteur). 
10 Dans ce cas, on recommence la selection en utilisant le fermenteur n°2 

comme fermenteur de croissance et le fermenteur n^^l comme fermenteur de crible, 
presentant du methyl-mercaptan de concentration plus forte qu'a Tetape precedente. 

On eflfectue differents cycles de selection pour obtenir ime souche 
fermentant le methyl-mercaptan avec une vitesse elevee. L'analyse de cette souche 
1 5 permet de definir les mutations dans le gene de la cystathionine-y-synthase. 

Bxemple 3 

La population d'£. coli K12 AmetE issue du flacon 2 de Texemple 1 a.subit 
des repiquages successifs en flacon. La nouvelle population obtenue Kla-F est mise 
20 en culture dans un milieu minimum (Schaefer et al.^ 1999, Anal Biochem, 270^ : 88- 
96) contenant 2,5 g.l"^ de glucose entierement marque au carbone 13 et du 
methylmercaptide de sodium (200 ppm) non enrichi en carbone 13. Cette 
population est auxotrophe pour la methionine en Tabsence de methylmercaptide de 
sodium. 

25 Apres la culture, les cellules sont recuperees, lavees puis hydrolysees par 

HCl 6N pendant 24 heures a 107*^0. Une analyse par RMN bidimensionnelle est 
alors realisee (HSQC). Cette analyse permet d'etudier le carbone 5 de la 
methionine, qui provient, soit de la L-cysteine, produite a partir du glucose present 
dans la solution (voie classique), soit du methylmercaptide de sodium lorsque la 

30 nouvelle voie metabolique selon I'invention est utilisee. 

L' experience est conduite de maniere similaire avec la souche sauvage E. 
coli K12 (produisant la methionine a partir du glucose), en absence de 
methylmercaptide de sodium. 
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La figure 4 montre deux spectres ID, issus de deux acquisitions distinctes, 
superposes pour une meilleure lecture. Ces spectres ID sont extraits de spectres 
RMN a deux dimension type HSQC (correlation entre protons et carbone 13). Les 
spectres RMN a deux dimensions ont ete obtenu sur un hydrolysat acide des 
bacteries. 

L'echantillon analyse est un hydrolysat total ; cependant du fait de la 
sensibilite de la RMN et des temps d'acquisition utilises, on detecte essentiellement 
les acides amines, les sucres, les bases et le glycerol. Chaque carbone (couple a un 
proton) de chaque acide amine donne une resonance magnetique nucleaire. 

Le carbone 5 de la methionine (c'est a dire le groupe methyl terminal) 
presente un deplacement chimique d'environ 14,7 ppm. La figure 4 presente la zone 
de deplacement chimique centree autour-de 14,7 ppm pour les deux souches. 

On remarque que dans le cas du spectre superieur, le signal du carbone 5 est 
fort, indiquant que le carbone 5 est marque au carbone 13. En consequence, ce 
carbone 5 provient du glucose marque introduit comme substrat dans le milieu de 
culture. 

On remarque par contre que le mdme signal est tres faible dans le spectre 
inferieur (souche Kla-F). Cela signifie que le carbone 5 n*est pratiquenient pas 
marque, Pourtant les autres carbones de la molecule sont fortement marques 
(resultats non presentes). Le carbone 5 non marque ne provient done pas du glucose 
mais du methyl-mercaptan. 

On peut done conclure que la souche Kla-F produit de la methionine a partir 
de succinyl-L-homoserine et de methylmercaptide de sodium. 
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Revendications 

1. Procede d'obtention, a partir d'une souche bacterienne initiale, d'une souche . 
bacterienne genetiquement modifiee presentant une modification dans un gene 
5 codant pour une enzyme, presentant une activite « methionine synthase » 

amelioree par rapport a ladite souche bacterienne initiale, ladite souche 
bacterienne genetiquement modifiee produisant de Tacide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique en presence d'alkyl-mercaptan, ledit proced6 
presentant I'etape consistant a : 
10 - soumettre ladite souche bacterienne a une pression de selection 

en presence d'alkyl-mercaptan, afin de diriger une evolution du 
gene codant pour ladite enzyme cystathionine-y-sj^thase, dans 
ladite souche bacterienne, vers un gene a activite « methionine 
synthase » amelioree. 

15 2. Procede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que ledit gene codant ^pour 
une enzyme est le gene codant pour la cystathionine-y-synthase ou 1' 0-acyl-L- 
homoserine sulfhydrolase 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale presente au moins une modification genetique.d'au 

20 moins un gene endogene choisie dans le groupe constitue d'une inactivation, 

une mutation et une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort 
constitutif. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que ladite souche 
bacterienne initiale comprend une disruption d'au moins un gene endogene 

25 choisi parmi metJ^ metCy metE, rneiH. 

5. Procede selon Tune des revendications 3 a 4, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale presente une modification du gene met A, lui 
conferant une activite acyltranferase differente de Tactivite acyltranferase 
originelle. 

30 6. Procede selon Tune des revendications 3 a 4, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale comprend une surexpression du produit du gene 
metA. 
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Revendications 



Procede d'obtention, a partir d'une souche bacterienne initiale, d'une souche 
bacterienne geiietiquement modifiee presentant une modification dans un gene 
codant pour une enzyme, presentant une activite « methionine synthase » 
amelioree par rapport a ladite souche bacterienne initiale, ladite souche 
bacterienne genetiquement modifiee produisant de I'acide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique en presence d'alkyl-mercaptan, ledit procede 

presentant Tetape consistant a : 

soumettre ladite souche bacterienne initiale a une pression de 

. - - V. • . selection .en..presence d'alkyl-mercaptan, afin de diriger une 
evolution du gene codant pour la cystathionine-y-synthase ou T 
O-acyl-L-homoseruie sxilfhydrolase, dans ladite souche 
bacterienne, vers un gene a activite « methionine synthase » 
amelioree. 

Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite souche 
bacterienne initiale presente au moins une modification genetique d'au moins 
un gene endogene choisie dans le groupe constitue d'une inactivation, une 
mutation et une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort 
constitutif. 

Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que ladite souche 
bacterienne initiale comprend une disruption d'au moins un gene endogene 
choisi parmi metJ, metC, metE, metH, 

Procede selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale presente une modification du gene metA, lui 
conferant ime activite acyltranferase differente de I'activite acyltranferase 
originelle. 

Procede selon I'une des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale comprend une surexpression du produit du gene 
metA, 

Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale est une souche d'E, coli. 
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7. Precede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale est une souche d^E. coli. 

8. Precede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale est une souche de Corynebacterium^ en particulier 

5 C glutamicum. 

9. Precede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que ledit acide 
2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine, et que ledit alkyl- 
mercaptan est le methyl-mercaptan. 

10. Souche bacterienne obtenue par un procede selon Tune des revendications 1 a 
10 9. 

11. Souche bacterienne susceptible d'etre obtenue par un procede selon Tune des 
revendications 1 a 9, presentant une modification genetique dans une enzyme, 
notamment la cystathionine-y-synthase et/ou FO-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase^ presentant une augmentation de I'activite « methionine 

1 5 synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport a une souche povu: 
laquelle ladite enzyme n'est pas modifiee. 

12. Souche bacterienne presentant une modification genetique dans une enzyme, 
notamment la cystathionine-y-synthase et/ou rO-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase, presentant une augmentation de I'activite « rnethionine 

20 synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport a ime souche pour 

laquelle ladite enzyme n'est pas modifiee.. 

13. Souche bacterienne selon Tune des revendications 11 ou 12, caracterisee en ce 
qu'elle presente en outre au moins une autre modification genetique d'au moins 
un gene endogene choisie dans le groupe constitue d'une inactivation, une 

25 mutation et une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort 

constitutif 

14. Utilisation d'une souche bacterienne selon Tune des revendications 10 a 13, 
dans un procede de preparation d' acide 2-amino-4-(aIkylmercapto)butyrique, 
comprenant les etapes de fermentation de ladite souche bacterienne en presence 

30 d'une source de carbone simple et d' alkyl-mercaptan, et de recuperation de 

r acide prod uit. 
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7. Precede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que Jadite 
souche bacterienne initiale est une souche de Corynebacterium , en particulier 
C. glutamicum. 

8. . Precede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit acide 
2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine, et que ledit aikyl- 
mercaptan est le metliyl-mercaptan, 

9. Souche bacterienne obtenue par un procede selon Tune des revendications 1 a 
8. 

10. Souche bacterienne susceptible d'etre obtenue par un procede selon Txine des 
revendications 1 a 8, presentant une modification genetique dans une enzyme, 
notamment la cystathionine-y-synthase et/ou TO-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase, presentant une augmentation de I'activite « methionine 
synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport a une souche pour 
laquelle ladite enzyme n'est pas modifiee. 

11. Souche bacterienne selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterisee en ce 
qu'elle presente en outre au moins vme autre modification genetique d'au moins 
un gene endogene choisie dans le groupe constitue d'une inactivation, une 
mutation et une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort 
constitutif 

12. Utilisation d'une souche bacteriemie selon Tune des revendications 9 a 1 1, dans 
un procede de preparation d'acide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique, 
comprenant les etapes de fermentation de ladite souche bacterienne en presence 
d'une source de carbone simple et d' alkyl-mercaptan, et de recuperation de 
r acide produit. 

13. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ledit acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine, et que ledit alkyl- 
mercaptan est le methyl-mercaptan. 

14. Utihsation selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce que ladite source 
de carbone simple est choisie dans le groupe constitue du glucose et du 
saccharose. 
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7. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que ladite 
souche bacterienne initiale est line souche de Corynebacterium, en particulier 
C. glutamicum. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit acide 
5 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine, et que ledit alkyl- 

mercaptan est le methyl-mercaptan. 

9. Souche bacterienne obtenue par un procede selon Tune des revendications 1 a 
8. 

10. Souche bacterienne susceptible d'etre obtenue par un procede selon Tune des 
10 revendications 1 a 8, presentant une modification genetique dans une enzyme, 

notamment la cystathionine-y-synthase et/ou TO-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase, presentant une augmentation de Tactivite « methionine 
synthase » en presence d'alkyl-mercaptan, par rapport a une souche pour 
laquelle ladite enzyme n'est pas modifiee. ■ 
15 11. Souche bacterienne selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterisee en ce 
qu'elle presente en outre au moins une autre modification genetique d'au moins 
un gene endogene choisie dans le groupe constitue d'une inactivati9n. une 
mutation et une suractivation, notanunent par insertion d'un promoteur fort 
constitutif. 

20 12. Utilisation d'lme souche bacteriemie selon Tune des revendications 9 a 1 1, dans 
un procede de preparation d' acide 2-aniino-4-(alkylmercapto)butyrique, 
comprenant les etapes de fermentation de ladite souche bacterienne en presence 
d'une source de caibone simple et d' alkyl-mercaptan, et de recuperation de 
r acide prodviit. 

25 13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-m6thionine, et que ledit alkyl- 
mercaptan est le methyl-mercaptan. 
14. Utilisation selon la revendication 12 ou 13, caracterisee en ce que ladite source 
de carbone simple est choisie dans le groupe constitue du glucose et du 

30 saccharose. 
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15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit acide 2- 
amino-4-(alkylmercapto)butyrique est la L-methionine, et que ledit alkyl- 
mercaptan est le methyl-mercaptan, 

16. Utilisation selon la revendication 14 ou 15, caracterisee en ce que ladite source 
de carbone simple est choisie dans le groupe constitue du glucose et du 
saccharose. 
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Figure 2 (suite) 
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Figure 4 
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LISTE DE SEQUENCE 

<110> Metabolic explorer 

<120> Precede de criblage et d' evolution dirigee de souches produisant 
de la methionine par nouvelle voie metabolique 

<130> D20701 

<160> 4 

<170> Patentin version 3.2 

<210> 1 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<22 3> Promoteur pTAC-O 

<400> 1 

gagctgttga caattaatca tcggctcgta taatgtgtgg aa 42 



<210> 


2 


<211> 


44 


<212> 


ADN. 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Promoteur pLAC-O 


<400> 


2 



ccaggcttta cactttatgc ttccggctcg tataatgtgt ggaa 44 



<210> 


3 


<211> 


43 


<212> 


ADN 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Promoteur pTRC-0 


<400> 


3 



gagctgttga caattaatca tccggctcgt ataatgtgtg gaa 43 



<210> 


4 


<211> 


44 


<212> 


ADN 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Promoteur pTHLA 


<400> 


4 



aatatattga taaaaataat aatagtgggt ataattaagt tgtt 44 
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